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(g) Appareil de dosage automatlqua at da rdactton, en partteulier pour I'extraction d'ADN. 



@ Appareil de dosage automatlque et de r6ao- 
tion. en partteulier pour i'extraction d'ADN plaa- 
midique d'un ^chantiiion de cetiules, 
comprenant une chambre de reaction (tO) dont 
le fond muni d'un fDtre comprend au moins un 
orifice de sortie (16). un piston (26) montd 
mobile d 6tanchdit6 dans la chambre (10), des 
moyens (32,34) d'amente d'un ^chantilion de 
cellules entre ie fOtra (24) et ie piston (26), et des 
moyens (36,38,40,42) de dosage et d'amen^e de 
r^acttfs dans la chambre (10), rintroduction des 
rdactifs dtant autorisde quand le piston (26) est 
amend en position haute. 
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Uinvention concerne un appareil de dosage au- 
tomatique et de reaction, en partlculler pour I'extrao- 
tion d'ADN plasmidlque d partir d*un ^antillon de 
cellules, cet appareil 6tant du type comprenant une 
chambre de reaction dont le fond muni d'un flltre 
comprend au molns un orifice de sortie, des moyens 
d'obturatton de cet orifice, un piston montd mobile de 
fapon sensiblement dtanche dans cette chambre au- 
dessus du filtre, des moyens de d^placementdu pis- 
ton, et des moyens pour amener des produits et des 
r^actifs dans ladfte chambre entre lef litre et le piston. 

Un appareil de ce type est d6Jd connu, en parti- 
culler pour t*extraction d'ADN piasmldique, par les 
Demandes Internationales WO 90/15 148 et WO 
89/09265. 

Cependant, les apparelis dterits dans ces deux 
Demandes Internationales pr6sentBnt un certain 
nombre d'inconv^ntents tels que le risque d'obstruc- 
tion complete du filtre par les cellules lors de la 
concentration parflltragede r^chantliionde cellules, 
rutillsatlon d'un barreau agitateur au-dessus du fil- 
tre, ce qui cr^e un volume mort retativement impor- 
tant, et le dosage des r^actifs par d6ptacement 
contr6l6 du piston dans la chambre de reaction, d'oO 
H F6su(te des erreurs reiativement importantes sur 
les dosages. 

La prdsente invention a notamment pour but 
d'Sviter ces Inconv^nients dans un appareil du type 
pn6cit6. 

Elle a pour objet un appareil de ce type, dont le 
fonctionnement peut §tre automatism avec une tr§s 
grande precision, notamment au niveau du dosage 
des rSactifs. 

Elle a ^galement pour objet un appareil de ce 
type, ayant un rendement maximal en produit recher- 
che. 

Elle propose d cet effet un appareil de dosage au- 
tomatlque et de reaction du type pr6cit6, caractdris6 
en ce que des moyens de dosage de r^actifs ext6- 
rieurs d la chambre de reaction sent relics d celle-cl 
par des conduits ddbouchant au-dessus d'un niveau 
maximal pr6d6termind de liqulde dans ladite chanv 
bre, et en ce que le piston est d^pla^able entre une 
position oCi it est sensiblement appllqu6 sur le filtre, 
une position interm^dialre correspondent d un volu- 
me determine r^glabie au-dessus du filtre, et une po- 
sition haute cu il se trouve au-dessus des d^bouchds 
des conduits prdcitds d'introduction de rdactlfs. 

Dans i'apparetl selon I'lnvention, les dosages de 
r^actifs peuvent done dtre r6alis6s d i'ext6rieur de la 
chambre, de fagon extrdmement precise, le piston 
mobile dans la chambre de reaction ^tant utilise, non 
pas pour le dosage proprement dit d'un rdactif, mais 
unlquement pour permettrB I'lntroductlon d'uns 
quantity ddjd dos^e d'un r^actif dans la chambre, 
torsqu'ii se trouve au-dessus du ddbouch^ du conduit 
d'introduction correspondant. 

Les dosages des r^actifs sent ainsi totaiement in- 



dependents dee d6piacement8 du piston dans la 
chamt)re de reaction. 

En fiart le d6placement du piston dans sa position 
haute pour {'introduction d'un r^ctlf dansia chambre 

5 de reaction, se tradutt par I'^tablissement d'une de- 
pression dans cette chambre. qui liacilite i'amente 
dans cette chambre de la totalltd d'une quantitd pr6- 
dosde derdactif. 

Selon une autre caract6ristique de I'invention, 

10 les moyens d'smen^e de produit, en partlculler d'un 
6chantillon de cellules, comprennent un conduit d'ln- 
jectlon d6bouchant tangentiellement dans la cham- 
bre de reaction Immediatement au-dessus du filtre 
predte, et dee moyens d'alimentation sous pression 

15 de ce conduit 

Le produit qui est aInsi Injectd dans la chambre de 
reaction prealabiement remplie d*eau pure drcule en 
tourbiilonnant dans la partle Inferleure de cette cham- 
bre, Juste au-dessue du filtre, ce qui permet d'obtenir 

20 une concentration de ce produit par ecoulement d'un 
milieu liquide d travers le filtre, sane risquer d'obs- 
truer ce filtre par un depot de cellules par exemple, 
grdce d la circulation tourbiilonnaire du produit dans 
la chambre de reaction. 

25 En outre, le produit est Injecte dans un volume fai- 
ble au-dessus du filtre, et i'on n'a pas d reduire ce vo- 
lume par descents du piston pour concentrar le pro- 
duit 

Selon encore une autre caracteristique de Un- 
do vention, cet appareil comprend piusieurs moyens de 
dosage de reactifs, agences autour de la chambre de 
reaction et comprenant chacun une chambre de do- 
sage reliee e un reservoir de reactif, un moyen de re- 
glage de la quantite de reactif admise dans la chanr)- 
35 bre de dosage, et un conduit reliant la chambre de do- 
sage d la chambre de reaction. 

Ce conduit peut comprendre un moyen d'obture- 
tlon commande, tel qu'une eiectravanne par tem- 
ple. 

40 Le piston de la chambre de reaction peut egale- 
ment comprendre une surface cylindrique periph6ri- 
que d'obturation e etancheite des debouches des 
conduits d'introduction de reactifs, permettant I'ou- 
verture de ces conduits uniquement quand le piston 

45 est au voislnage Immedlat de sa position haute. 

De preference, les reservoire de reactif sont 
sous pression, pour garantir un rempllssage correct 
dee chambres de dosage. 

L'apparell selon i'lnvention comprend egalement 

50 dee moyens d'alimentation en liqulde de lavage et de 
decontamination. 

Enf in, ia chambre de reaction peut 6tre entouree 
d'une chemise de circulation d'un liquide de chauffa- 
no nil Ha reffcidisssmsftt. 

55 L'inventlon sera mieux comprise et d'autree ca- 
racterlstlques, details et avantages de celle-d appa- 
raltront plus cla'Drement d la lecture de la description 
qui suit, faite e titre d'exemple en reference aux des- 
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sins annexes dans (esquels : 

La figure 1 reprdsente schdmatlquement un ap- 
pareil seion rinventfon ; 

La figure 2 est une vue sch^matique en section 
transversale. reprdsentant une alimentation taiv 
gentielle^de cette chambre ; 
La figure 3 est un graphe repr^sentant tes diffd- 
rentes positions du piston de la chambre de reac- 
tion en fbnctlon du temps ; 
La figure 4 est un organigramme sch6matique 
des princlpales stapes d'un proc6d6 d'extraction 
d'ADN au moyen de I'appareil selon I'inventlon. 
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Cat appareil, dont un mode de realisation est re- 
prdsente d titre d'exempleen figure 1, oomprend es- 
sentiellement une chambre de reaction 10 k parol cy- 
iindrique 12, qulestentourde d'une chemise 14declr- 
cuiation d'un liquide caloporteur, par exemple d'eau, 
d temperature reglable, pour amener la temperature 
dans ia chambre de reaction 1 0 e une vaieur desiree. 

Le fond da ia chambre 10 comprend un ou plu- 
sieurs conduits de sortie 16 et un moyen 18 d'obtu- 
ration commandee, tel qu'une eiectrovanne d bois- 
seau ou d pointeau, ou une vanne d tiroir. 

Dans Texempie de realisation represente. le fond 
de la chambre 10 comprend un seuf conduit de sortie 
16 raccorde'par une vanne d tiroir e deux conduits | 
20,22. dont I'un est utilise pour la sortie de certains / 
produits de reaction et dont I'autre est utilise pour la i 
sortie d'autres produits de reaction, comma on le > 
verra plus en detail c^dessous. / 

Immediatement au-dessus de i'orifice superieur / 
du conduit de sortie 16, la chambre 10 comprend un/ 
filtre 24. tel par exemple qu'une membiane micropo-i 
reuse, qui laisse passer certains produits de reaction ~\ 
et en retient d'autres. Le filtre 24 est dispose sur le j 
fond de la chambre 1 0 de telle sorte que ie volume re- 1 
siduel entre ie filtre et le fond solt le plus fajble pos- I 
sible. ~ - I 

Un piston cyiindrique 26 est monte coullssant e i 
etancheite dans ia chambre 10, et est depiagable de i 
fa9on commandee au moyen d'une tige de piston 28 ^ 
s'etendant vers le haut et d'un moteur 30 de depiace- : 
ment rectillgne alternatif de la tige de piston 28 et du 
piston 26. 

L ejiston 26 peut occuper plusieurs positions de- 
terminees re glables dans la chambre de reaction 10, • 
qui sont def fnles par les references 0, 1 . 2. 3 sur Pixe' i 
H tie ia droits de la figure 1 , ces positions correspon- = 
dant e ceiles de la face Inferieure du piston. 

Dans la position 0,1a face inferieuredu piston 26 i so 
SB trouve sensibiement appliquee sur le filtre 24 et 
est done au voisinage immediat du fond de la cham- 
bre de reaction 10, le volume residuei etant sensible- r 
mentnuL ' i 

Dins lajoaition 1 la fanft Irrf^rifturA rfn piflfftn \ SS 

trouve au-dessus du filtre 24. e faible distance de ce- - 
lul-ci, et determine un volume predetermine avec le i 
fond de ia chambre de reaction. Dans ce volume pre- 
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determine debouche un conduit 32 ^injection de pro- 
duit, C8 conduit 32 etant orfente de fa^n sensibie- 
ment tangent ielle e la chambre de reaction 1 0 comme 
on le voit en figure 2. II est reiie d un moyen 34 d'ali- 
mentation sous pression. 

Dans la position 2, ia face inferieure du piston 26 
se trouve at^dessus du niveau maximal de liquide 
d aro^ la^^ambre de reaction et en dessous des de- 
.bouches de conduits 36 d'introduction de reactifs^ 
qui sent relies k des moyens de dosage comprenant 
essentiellement une chambre de dosage 38, un 
moyen, tel qu'un piston mobile 40. de reglage de la 
quantite de reactif admise dans la chambre 38, et un 
reservoir 42 de reactif, de preference sous ^Ible 
pression, qui est relie e lachambre de dosage 38. Des 
moyens d'obturation commandes, tels que des eiec- 
trovannes, sent en general prevus entre le reservoir 
42 et la chambre 38, etsurles conduits d'introduction 
36 au voisinage des debouches de ces dernlers dans 
la chambre de reaction 1 0. Des ciapets anti-retour 44 
peuvent egalement §tre prevus sur les conduits d'in- 
troduction 36, comme represente au dessin. 

La position 2 precitee et la position 3 de la face 
interieure du piston sent determinees de telle sorte 
que les debouches des conduits dMntroduction 36 
sclent obtures de fa^n sensibiement etanche par la 
parol cyiindrique du piston 26 quand celul-d est en 
position 2, et soient llberes quand ie piston est en po- 
sition 3, oO sa face Inferieure est legdrement au-des- 
sus des debouches de ces conduits 36. 

Le nombre de systdmes do dosage et d'introduc- 
tion de reactifs dans ia chambre 10 est variable en 
fonction du type de reaction e realiser. ijos debou- 
ches des conduits 36 d'introduction des reactife peu- 
vent etre repartia d la meme hauteur au-dessus du 
fond de ia chambre 1 0 ou blen etre etages en hauteur 
de fa9on e pouvor etre liberes successivement lors 
du deplacement du piston 26 vers le haut Dans ce 
cas, on peut prevoir autant de positions superieures 
3, 3',... du piston quil y a de niveaux de debouches 
de conduits 36. 

Au moins un reservoir de liquide de lavage et de 
decontamination est agence au voisinage de la 
chambre 10. II peut dtre relie k celle-d par un conduit 
d'introduction 36 comme les reservoirs de reactifs 
42, ou blen par Tun des conduits de sortie 20, 22 si 
I'on desire faire circuler ce liquide k travers le filtre 24 
pour le nettoyage de ce dernier. 

On va maintenant decrtre le fonctionnement de 
cet apparei I, en particulier dans le cas de I'extractlon 
de I'ADN piasmidique d'un echantlllon de cellules. 

L'apparell ayant ete prdalabfement lave, decon- 
tamlne et rempli d'eau pure et |e piston etant amene 
en position 1, unechantillondeceiiules dans un liqui- 
de de culture est amene dans le moyen 34 et injecte 
sous pression par te conduit 32 dans la chambre 10 
entre te filtre 24 et le piston 26. ^Dans le cas de rex- 
traction de I'ADN piasmidique, ie volume au-dessus 
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du filtre peut dtre de Tordre de 0,5 ml tandia que 
I'dchantitlon de cellules d injecter est pfusleurs fois 
sup^rieur (par exempte de Tordre de 2 d 4 mt). La van- 
ne d tiroir 1 8 est commands pour relief le conduit de 
sortie 16 au conduit 20, parexemple. Dane cee condi- 6 
tions. rinjectlon progressive de rdchantillon de cellu- 
ies dans la chambre de reaction 10 se traduit par un 
mouvement tourbillonnaire dans la chambre 10 et par 
un to)ulement du liqukJe de culture d travers le filtre 
24, les cellules restant en mouvement au-dessus de io 
ce filtre sans le colmatar. 

II en rdsulte simultan6nftent une concentration de 
cet tehantiilon, sans qu'il soit n^cessalre ded^placer 
le piston 26 qui est maintenu dans sa position 1. 

Cette dtape correspond k la partle Ade la courbe is 
de la figure 3 et est d^ignde par la r6f6rence 46 en 
figure 4. 

Uop^ratlon suivante consiste d fermer le conduit 
de sortie 16 par commando de la vanne 18 et d ob- 
turer le conduit dinjection 32, aprds quo! on am6ne 20 
le piston 26 dans sa position 2 pour r^aiiser une re- 
mise en suspension des cellules. Le ddplacement du 
piston 26 de sa position 1 d sa position 2 se traduit 
par une depression dans la chambre de reaction 10, 
qui facilite ta remise en suspension des cellules et par 25 
une faible vaporisation du iiquide, suivie d'une recon- 
densatlon quand le piston est ramend en position 1, 
de sorte que la face Infdrieure du piston esttoujours 
en contact intime avec du Iiquide en position 1 , sans 
interposition d'une couche de gaz entre le piston et le 30 
iiquide. On peut aussi appliquer une faible vibration d 
la chambre de reaction 10, ou bien ta faire basculer 
autour d'un axe transversal horizontal pourfaciliteria 
remise en suspension des cellules. 

Cette etape est designee par la reference B sur 35 
la courbe de la figure 3 et par la r^fdrence 48 dans I'or- 
ganigramme de la figure 4. A la fin de cette 6tape, le 
piston peut dtre en position 1 ou en position 2. 

Pendant ce temps, deux systdmes de dosage de 
r^actifs ont utills6s. Tun pour le dosage d'une so- 40 
lution de lyse des cellules, i'autre pour ie dosage 
d'une solution de precipitation de I'ADN chromosomi- 
que, des prot^ines etdes debris de cellules. Pour ces 
dosages, les nrayens d'obturation des conduits 36 
sont ferm^s, les moyens d 'obturation prdvus entre 45 
les reservoirs 42 et les chambres 38 sont ouverts. et 
les pistons 40 sont deplac^s dans des positions pr^- 
ddtermin^es pour t'admission de quantitds pr^ddter- 
min6es de produits dans les chambres 38. 

Dans le cas de {'extraction de I'ADN plasmidlque so 
d'un echantillon de cellules, on admet d'abord un vo- 
lume de I'ordre de 0,5 ml d'une solution de lyse des 
cellules dans la chambre 1 0 (partle C de la courbe de 
!a f Igure 3 et etape SO UD rorganlgranima ds la f Igurs 
4), aprds quo! on ramdne le piston 26 dans sa position 55 
2 pendant la lyse des cellules. Simultandment, la 
chambre de reaction peut dtre port6e d une tempera- 
ture de rordre de 50'' C par circulation d'eau chaude 



dans la chemisa 14. Au boutde quelquea minutes, on 
Interrompt cette drcuiatlon d'eau chaude, et on ramd- 
ne le piston 26 en positbn 3 pour radmlssion d'un vo> 
lume de i'ordre de 0,5 ml d'une solution de precipita- 
tion de I'ADN diromosomique, das proteines et dee 
debris de cellules, laissant I'ADN plasmidique en so- 
lution (partle D de la couriDe de la figure 3 et etape 52 
de i'organigramme de la figure 4). 

Le piston 26 est ensuits amend en position 0 
(partle E de la courbe de la figure 3 et etape 54 de 
I'organigramme de la figure 4). la vanne 18 etant 
commandee pour roller Torifice de sortie 16 au 
conduit 22, afin d'evacuer le oontenu de la chambre 
10 par le conduit 22 et rdcuperer ainsi I'ADN plasmi- 
dique en soiutton, tandis que I'ADN chromosomique 
predpite, les proteines et les debris de cellules sont 
retenusparle filtre 24. 

11 est important que ce filtre sort le plus pres pos- 
sible du fond de la chambre de reaction 10, pour que 
I'on puisse recuperer la plus grande quantlte possible 
d'ADN plasmidique. L'appareil eelon I'Invention per- 
met de disposer le filtre 24 au voislnage imm6diat du 
fond de la chambre de readion 10, et de descendre 
le piston 26 jusque sur le filtre 24. 

uetape suivante, designee par la reference 56 en 
figure 4 et correspondent d la partie F de la courbe 
de la figure 3, consiste d efftetuer un lavage et une 
decontamination de la chambre 10, du conduit 32 
d'lnjection de i'echantlllon de cellules et eventuelle- 
ment des conduits 20 et 22 de sortie de la chambre 
1 0. Pour cela, on peut introduire un Iiquide de lavage 
et de decontamination dans la chambre 10 au moyen 
d'un systems identique aux systemes de dosage des 
readifs, ou bien par rintermedialre du conduit de sor- 
tie 20, ce qui permet alors de nettoyer egalement le 
filtre 24 par circulation de Iiquide vers le haut d tra- 
vers ce filtre. On utilise avantageusement le conduit 
32 pourevacuerde la chambre 1 0 le Iiquide de lavage 
et de decontamination, ainsi que les divers produits 
qu'il peut contenir (ADN predpite, proteines, debris 
de cellules). On peut egalement effeduer, avant le la- 
vage et la decontamination, une operation prealabie 
de dissdution de ces produits par injedton d'une so- 
lution de dissolution dans la chambre 10 au moyen 
d'un systems identique aux systemes predtds de do- 
sage de readifs. 

De fagon generate, l'appareil selon I'Invention 
presente les avantages sulvants : 

- ie volume mort entre la face inf6rieure du pis- 
ton dans sa position basse et le fond de la 
chambre de readion 10 est sensiblement nul, 

' on recupere une quantite maximaie de produit 
recherche (ADN plasmidique), 

- Iss dcsagss-ds rSsdifs sent ccmpietemsnt In- 
dependents des deplacemente du piston 26 
dans la chambre 10, 

- rinjectlon tangentielle de rechantiilon de cellu- 
les permet simuitanement de concentrer cet 



• 



EP 0 608 153 A1 



dchantilion sans colmater ou obstruer le filtra 
24 et sans d6placer le piston 26, 

- la convnande de ddplacement du piston 26 est 
plus douce et est soumise d molns de contraln- 
tes que dans la technique antdrieure, s 

' le barreau magnMlque pr^vu dans la techni- 
que antdrieure pour servir d'agltateur entre le 
flltre 24 et la face inf6rieure du piston 26 est 
supprimd. 

Blen entondu, i'apparell selon Tlnventlon est ap- fo 
plicabie k un trds grand nombre de reactions dlff6- 
rentes, et n'est pas Iimtt6 d rextraction d'AON plas- 
midlque. 

Revendicatlons 

1. Apparell de dosage automatique et de reaction, 
en particulier pour I'extraction d'AON plasmidi- 

que d'un 6chantlllon de cellules, comprenant une 20 
chambre de reaction (10) dont le fond muni d'un 
f litre (24) comprend au moins un orifice de sortie 
(16), des moyens (18) d'obturation de cet orifice, 
un piston (26) montd mobile de fagon sensible- 
ment 6tanche dans cette chambre au-dessus du 25 
filtre (24), des moyens (28,30) de ddplacement 
du piston, des moyens (32,34,36) pour amener 
des produits et des rdactifs dans ladrte chambre 
entre le flltre (24) et le piston (26). caract^6 en 
ce que des moyens (38,40,42) de dosage de 3q 
r^actifs ext^rieurs d la chambre (10) sont relics 
d celle-cl par des conduits (36) d^bouchant au- 
dessus d'un niveau maximal prdd^termln6 de li- 
quide dans ladite chambre, et en ce que le piston ~ 
(26) est ddplagable entre une position oCi II est 35 
sensiblement appllqud sur le flltre (24), une po- 
sition intermddiaire correspondant d un.volume 
d6termln6 rdglable au-dessus du flltre. et une 
position haute ou il se trouve au-dessus des d^ 
bouch6s des conduits (36) dlntroduction de 40 
r^actifs. 

2. Appareil selon la revendication 1 , caract^ris^ en 
ce que les moyens d'amende de produit. tel en 
particulier qu'un ^chantlllon de cellules, 45 
comprennent un conduit d'injection (32) d6bou- 
chant tangentiellement dans la chambre de rdac- 

tton (10) immddiatement au-dessus du filtre (24), 
et des moyens (34) d'ali mentation sous pression 
de ce conduit 50 



(38), et un conduit (36) reliant la chambre de do- 
sage d la chambre de reaction (10). 

4. Apparell selon la revendication 3, caractdrtsd en 
ce que le conduit (36) reliant la chambre de do- 
sage (38) k la chambre de reaction (10) 
comprend un moyen d'obturation command^, tel 
qu'une dectrovanne par exemple, et/ou un da- 
pet antl-retour (44). 

5. Appareil selon la revendication 3 ou 4, caraetdrl- 
s6 en ce que le piston (26) comprend une surface 
p^riphdrique d'obturation k 6tanch6itd des dd- 
bouchds des conduits (36) d'introductlon de 
rdactlft, permettant rouverture de ces d6bou- 
ch^s uniquement quand ie piston (26) estau voi- 
sinage imm6dlat de sa position haute. 

6. Apparell selon Tune des revendicatlons 3 d 5, ca- 
ract6r1s6 en oe que les reservoirs (42) de r6actlfs 
sont sous pression. 

7. Appareil selon I'une des revendlcattons pr^c^ 
dentes, carect6rls6 en ce qu'ii comprend ^ale- 
ment des moyens d'allmentatlon en llquide de la- 
vage et de decontamination. 

8. Appareil selon I'une des revendications pr^c^- 
dentes, caract6rls6 en ce que fa chambre de 
reaction (10) est entour6e d'une chemise (14) de 
circulation d'un liqutde de chauffage ou de ref roi- 
dissement, 

9. Appareil selon une des revendicatlons prdcdden- 
tes, caracteris6 en ce que les debouches dans la 
chambre (10) des conduits (36) d'amende de 
rdactifs sont k un m6me niveau, ou k des niveaux 
diffdrents. 

10. Appareil selon I'une des revendications pr6ce- 
dentes, caract6ris6 en ce que le ddplacement du 
piston (16) de sa position intermedtaire (1) h sa 
position (2) sous les debouches des conduits 
(36) d'amen^e de r6actifs, se traduit par une de- 
pression dans la chambre (10) et par une vapori- 
sation partielle du llquide qu'elle contlent 



Appareil selon la revendication 1 ou 2, caractdr^ 
se en ce qu'ii comprend plusieurs moyens de do- 
sage de react If s, agences autour de la chambre 
de reaction (10) et comprenant chacun une. 
chambre (38) de dosage reliee d un reservoir (42) 
de reactif, un moyen (40) de reglage de la quan- 
tite de reactif admlse dans la chambre de dosage 
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